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SCIENTIFIC ARTICLE
Subarachnoid Serotonergic and Noradrenergic Antagonists 
increase the Pain Response in Rats
Oscar César Pires, TSA 1, Hazem Adel Ashmawi, TSA 2, Elton Constantino 3, Naira Correa Cusma Pelogia 4,  
Irimar de Paula Posso, TSA 5
Summary: Pires OC, Ashmawi HA, Constantino E, Pelogia NCC, Posso IP – Subarachnoid Serotonergic and Noradrenergic Antagonists Increase 
the Pain Response in Rats.
Background and objectives: There is evidence that the passage of nociceptive information through the posterior horn of the spinal cord (PHSC) 
on its way to rostral levels of the central nervous system undergoes profound excitatory and inhibitory influences. The objective of the present 
study was to compare the effects of the subarachnoid administration of methysergide, phentolamine, and phentolamine associated with methy-
sergide on phases I, intermediate, and II of the modified phormaline test in rats.
Methods: Twenty-eight male Wistar rats distributed randomly in four groups (n = 7) to received subarachnoid saline solution (GC), phentolamine 
(GF), methysergide (GM), or phentolamine associated with methysergide (GFM). Pain was induced by the administration of phormaline in the 
dorsal region of the right hind paw. The test was divided in three phases: phase I, intermediate, and phase II. Statistical analysis of the results was 
performed using the software SPSS (Statistical Package for Social Sciences), adopting a level of significance of 5%.
Results: In the intermediate phase the number of paw elevations was significantly higher in GF, GM, and GFM groups when compared to the 
GC group.
Conclusions: The results suggest the existence of a noradrenergic and serotonergic effect in the inhibitory descending system of acute pain, with 
the possibility of using serotonergic and α1-adrenergic antagonists to control acute pain.
Keywords: Pain measurement; Subarachnoid Space; Phentolamine; Methysergide; Rats.
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INTRODUCTION
Nociception is a bidirectional process with ascending and 
descending pathways in the nervous system. Pain signals 
processed in the periphery go through the posterior horn of 
the spinal cord (PHSC) on their way to cerebral centers and, 
in response, projections leave the brain to the PHSC mak-
ing several connections 1. The proposed descending pain 
inhibitory system consists of areas of the central nervous 
system (CNS) interconnected to fibers that leave the cortical 
and diencephalic systems to the periaqueductal (PAG) and 
periventricular gray matter, which are rich in enkephalins 
and opioid receptors and, from there on, they go to areas 
of the rostroventral medulla, especially the nucleus raphe 
magnus (NRM) and adjacent nuclei that send serotonergic 
and noradrenergic fibers,via the dorsolateral funiculus to the 
dorsal horn of the spinal cord and medulla where they end, 
mainly in laminae I, II, and V inhibiting nociceptive neurons, 
interneurons, and ascending tracts that project rostrally in-
cluding the spinothalamic, spinoreticular, and spinomesen-
cephalic tracts 1-3. Therefore, it is expected that the increase 
in noradrenalin, serotonin, and opioid neurotransmission 
could be effective in pain control.
Phentolamine is an imidazole derivative that has competi-
tive antagonist activity with affinity similar for both subtypes of 
α1 and α2 adrenergic receptors, affecting the pain phenom-
enon 4.
Methysergide, a butanolamine of 1-methyl-d-lisergic acid, 
is a non-specific serotonin receptor antagonist used in several 
animal studies on serotonergic pain modulation 5.
The objective of the present study was to evaluate the ef-
fects of the subarachnoid administration of the adrenergic 
antagonist, phentolamine, serotonergic antagonist, methy-
sergide, and the association of both antagonists on modula-
tion of pain induced by the modified phormaline test.
METHODS
Twenty-eight Wistar rats weighing 220 to 300 grams, fur-
nished by the Experimentation Biotherium of the university 
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were used. Three animals were kept per compartment, where 
they remained for at least 15 days before the beginning of the 
experiment for adequate adaptation. They were treated with 
balanced commercial feed and water ad libitum, 12-hour day-
night cycle, and temperature of 22° C ± 3° C (19° C to 25° C).
To administer the drugs in the subarachnoid space, ani-
mals were anesthetized with halothane at a 3.0% concen-
tration in inspired oxygen fraction of 1.0, administered by a 
calibrated vaporizer, and maintained for enough time to the 
animal to lose postural reflexes and become unable to walk in 
the chamber. At that moment, the animal was removed from 
the chamber and placed with its head in a cone-shaped mask 
through which it received the same concentration of halothane 
and oxygen.
After tricotomy, a transversal incision was performed in 
the midline of the intervertebral space above the next to last 
lumbar vertebra. Through the incision, the subarachnoid 
space was punctured with a 22G Tuohy needle, which was 
identified by reflex movements of the tail or hind legs. After 
the identification of the subarachnoid space, a Teflon PE-10 
catheter was introduced through the needle for the adminis-
tration of drugs. Before suturing the skin, the catheter was 
fixed on the musculature to confirm its location inside the 
subarachnoid space at the end of the procedure, after the 
animal was killed.
Animals were divided in four groups of seven rats each. 
Animals in the control group (GC) received 10 µL saline; in 
the phentolamine group (GF), animals received 82 nmoles of 
phentolamine diluted in 10 µL of saline; in the methysergide 
group (GM), animals received 64 nmoles of methysergide 
in 10 µL of saline; and in the phentolamine associated with 
methysergide group (GFM), they received 82 nmoles of 
phentolamine associated with 64 nmoles of methysergide in 
10 µL of saline. The volumes and doses were defined based 
on prior studies 4,6. All drugs were obtained from the Sigma-
Aldrich laboratory, Saint Louis, MO, USA.
Pain was induced by injecting 50 µL of 2% phormaline so-
lution in the dorsal region of the right hind paw 25 minutes af-
ter the administration of the drugs in the subarachnoid space.
Paw elevations not related to ambulation during a period of 
60 minutes were recorded, and the number of partial eleva-
tions was recorded every 5 minutes.
The test was divided in three phases: phase I, intermedi-
ate, and phase II. In phase I, the number of elevations in the 
first five minutes was recorded; in the intermediate phase, the 
number of paw elevations from the 6th to the 20th minute was 
recorded; and in phase II, the number of paw elevations from 
the 21st minute to the 60th minute was recorded.
The software SPSS (Statistical Package for Social Sci-
ences), version 13.0, was used for the statistical analysis of 
the results adopting a level of significance of 5% (0.05). To 
identify differences in each group, the Wilcoxon Signed Rank 
Test was used. To identify differences among the four groups, 
the Kruskal-Wallis Test was used and whenever a difference 
among the groups was observed the Mann-Whitney Test was 
used to identify which groups differed.
RESULTS
In all groups, a biphasic behavior with an intermediate phase sig-
nificantly different than phases I and II (Figure 1) was observed. 
In phase I, significant differences were not observed in the num-
ber of paw elevations among the four groups (Figure 2).
In the intermediate phase, the number of paw elevations was 
significantly greater in GF, GM, and GFM groups when com-
pared to the GC group; however, a difference was not observed 
when the GF, GM, and GFM groups were compared to each oth-
er (Figure 3), although the number of paw elevations was greater 
in the GFM group, in which the serotonergic and noradrenergic 
antagonists were associated, than in the GF and GM groups, 
in which they were used isolatedly. The GM group showed a 
smaller number of paw elevations than the GF and GFM groups; 
however, this difference was not statistically significant.
In phase II, significant differences were not observed when 
groups GF, GM, and GFM were compared to GC group; how-
ever, when the GM group was compared to GF and GFM, it 
showed a statistically significant reduction in the number of 
paw elevations (Figure 4).
Figure 1. Mean Number of Paw Elevations During all the Phases of 
the Modified Phormaline Test in all Groups.
Figure 2. Means and Standard Deviation of the Number of Paw Ele-
vations in all Groups during Phase I of the Modified Phormaline Test.
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DISCUSSION
The phormaline test is an old experimental model of pain in 
animals that consists in the injection of a diluted phormaline 
solution, in the concentration of 0.5 to 5.0%, in the dorsal re-
gion of the hind paw of rats, producing a biphasic nociceptive 
response. In its first phase, includes the first 5 minutes after 
the injection, and, in a second phase starts on the 20th minute 
and extends for 40 to 60 minutes. The first phase is interpre-
ted as the result of direct activation of peripheral nociceptive 
receptors, while the second phase is interpreted as the re-
sult of acute inflammatory response and central sensitization. 
The period between both phases is identified as a phase of 
inactivity, being attributed to a central antinociceptive mecha-
nism 7,9. A review on the phormaline test concluded that it has 
considerable advantages over other tests, being considered 
the standard model to study nociception in animals 10. Com-
paring to other pain-inducing agents, phormaline produces 
more consistent spontaneous response, offering the benefit 
of a biphasic response with a great potential for the study of 
acute pain 11.
The number of paw elevations was used to quantify the 
painful behavior induced by phormaline, since it has an impor-
tant correlation with the classical phormaline test and with the 
cardiovascular changes in response to the pain caused by the 
injection of this substance in the paw. It has a reliable correla-
tion with pain behavior in non-physically restricted conscious 
animals 11-17. The literature has few data on the role of sero-
tonergic or noradrenergic receptors in the CNS in mediating 
response to phormaline-induced pain.
Several doses of subarachnoid phentolamine and methy-
sergide are used in rats, and in the present study we used 
doses already described and that are commonly used by oth-
er authors 4,18,19.
Pentobarbital, diazepam, and alcohol inhibit the reduction 
in nociception seen in the intermediate phase of the phorma-
line test, which is assumed to be secondary to the involvement 
of GABAA receptors 9. On the other hand, an electrophysi-
ological study in rats anesthetized with sodium thiopental fol-
lowed by section of the spinal cord showed biphasic behavior, 
suggesting that control of phormaline-induced pain does not 
depend of a GABAergic mechanism 20.
In the present study, we observed an increase in the number 
of paw elevations during the intermediate phase in GF, GM, 
and GFM groups, which shows the involvement of serotoner-
gic and noradrenergic pathways in the inhibitory descending 
pain system. According to the results observed in this study, 
involvement of serotonin (5-HT) in descending pain modula-
tion was also demonstrated through inhibition of its synthesis 
by p-chlorophenylalanine, electrolytic damage  of  the nucleus 
raphe magnus, and the use of 5,6-dihydroxytriptamine, a ser-
otonergic neurotoxin 21. Another study indicated a reduction in 
nociceptive response to phormaline in all phases with the use 
of the serotonergic agonist, α-methyl-5-HT 22.
We expected to find an addictive or potentiating effect in the 
number of paw elevations with the association of serotonergic 
and noradrenergic antagonists. A greater number of paw el-
evation was observed in GMF group; however, it did not have 
statistical significance when compared to GF and GM groups, 
and the former had the lower number of paw elevations, which 
also did not show statistical significance. This data suggests 
that the dose of phentolamine was high enough to inhibit al-
most completely the adrenergic descending system and that 
the dose of methysergide was not elevated enough to inhibit 
completely the serotonergic descending pathway; however, 
the association of both drugs seems to have been enough to 
inhibit the descending serotonergic and adrenergic inhibitory 
activities. The use of logarithmically lower doses could show 
this effect of the serotonergic and noradrenergic antagonists, 
phentolamine and methysergide, as well as its association, on 
the inhibition of serotonergic and noradrenergic descending 
inhibitory activities, since the data of the present study allows 
one to infer that, despite having use doses evaluated by other 
authors 4,18,19, they could have been higher enough to eluci-
date controversial aspects of the serotonergic and noradren-
ergic inhibitory descending activities.
Figure 3. Means and Standard Deviation of the Number of Paw Ele-
vations in all Groups during the Intermediate Phase of the Modified 
Phormaline Test. 
* Statistically significant difference between groups GC x GFM (p = 0.025); GC 
x GF (p = 0.025); and GC x GM (p = 0.047).
Figure 4. Means and Standard Deviation in all Groups during Phase 
II of the Modified Phormaline Test.
*Statistically significant difference between groups GM x GFM (p = 0.013) and 
GM x GF (p = 0.035).
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On the other hand, a study with several pain models observed 
an antinociceptive effect of methysergide in the second phase 
of the phormaline test, suggesting that is due to the reduced re-
lease of glutamate and substance P by primary afferent neurons 
in the spinal cord caused by the blockade of 5-HT2 receptors pri-
or to peripheral inflammation 23. On the other hand, the inhibitory 
role of noradrenergic pathways was demonstrated in the model 
of tail withdrawal, in which phentolamine and yohimbine led to 
an increase in the electrical stimulation of the lateral reticular nu-
cleus to activate the inhibitory descending system 24.
Another study observed a reduction in the nociceptive re-
sponse of the phormaline test, with yohimbine, and a relatively 
selective adrenergic α2 antagonist and serotonergic 5-HT1A 
receptors, allowing the inference of the direct involvement of 
α1 receptors in the modulation of nociception in phase II of the 
phormaline test, since this was observed with phentolamine, 
an unspecific antagonist of α1 and α2 reecptors 25.
In this study, during phase II of the modified phormaline 
test, a significant difference was observed in nociceptive 
response when the phentolamine and phentolamine as-
sociated with methysergide groups were compared to the 
methysergide group, which might be explained by the an-
tagonistic effect of phentolamine in α2 receptors, promoting 
a α1 effect.
The results observed indicate an increase in pain response 
with the use of subarachnoid noradrenergic and serotonergic 
antagonists in rats, which suggests the presence of a noradr-
energic and serotonergic effects in the descending inhibitory 
system of acute pain, indicating the importance of investigat-
ing agonists that might present analgesic effects in this and 
other pain models, therefore allowing its use in the control of 
acute pain. Despite this, some ongoing studies performed by 
another investigator of our institution, adopting other experi-
mental pain models should confirm our findings.
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Artigo CIENTÍFICO
Antagonistas Serotoninérgico e Noradrenérgico por via 
Subaracnoidea aumentam a Resposta álgica em Ratos
Oscar César Pires, TSA 1, Hazem Adel Ashmawi, TSA 2, Elton Constantino 3, Naira Correa Cusma Pelogia 4,  
Irimar de Paula Posso, TSA 5
Resumo: Pires OC, Ashmawi HA, Constantino E, Pelogia NCC, Posso IP – Antagonistas Serotoninérgico e Noradrenérgico por via Subaracnoi-
dea aumentam a Resposta álgica em Ratos.
Justificativa e objetivos: Há evidências de que a passagem de informações nociceptivas pelo corno posterior da medula espinhal (CPME) 
seguindo para níveis rostrais do sistema nervoso central sofre profundas influências excitatórias e inibitórias. A presente pesquisa teve como 
objetivo comparar os efeitos da metissergida, da fentolamina e da fentolamina associada à metissergida, administrados por via subaracnoidea, 
sobre as fases I, intermediária e II do teste da formalina modificado em ratos. 
Método: Foram utilizados 28 ratos Wistar machos, distribuídos aleatoriamente em quatro grupos (n = 7) para receber solução salina (GC), fen-
tolamina (GF), metissergida (GM) ou fentolamina associada à metissergida (GFM) por via subaracnoidea. A dor foi induzida pela administração 
de formalina na região dorsal da pata posterior direita. O teste foi dividido em três fases; fase I, intermediária e fase II. A análise estatística dos 
resultados foi realizada utilizando o programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), adotando o nível de significância de 5%. 
Resultados: Na fase intermediária, o número de elevações da pata foi significativamente maior nos grupos GF, GM e GFM quando comparados 
com o grupo GC. 
Conclusões: Os resultados sugerem a existência de efeito noradrenérgico e serotoninérgico no sistema inibitório descendente da dor aguda, 
com a possibilidade de emprego de agonistas serotoninérgicos e α1-adrenérgicos para controle da dor aguda.
Unitermos: ANATOMIA, Espaço subaracnoideo; ANIMAL, Rato; DOR: Agúda, Avaliação; DROGAS, Vasodilatadores: fentolamina, metissergida. 
[Rev Bras Anestesiol 2011;61(2): 202-210] ©Elsevier Editora Ltda.
INTRODUçãO
A nocicepção é um processo bidirecional com trajetos ascen-
dentes e descendentes no sistema nervoso. Sinais da dor 
processados na periferia passam através do corno posterior 
da medula espinhal (CPME) em direção aos centros cerebrais 
e, em resposta, projeções partem do cérebro até o CPME, fa-
zendo várias conexões 1. O sistema proposto como inibitório 
descendente da dor consiste em áreas do sistema nervoso 
central (SNC) interligadas com fibras que partem de sistemas 
corticais e diencefálicos em direção à substância cinzenta 
periaquedutal (PAG) e periventricular, ricas em encefalinas 
e receptores opioides e, a partir dessas, seguem para áreas 
do bulbo rostroventral, especialmente o núcleo magno da rafe 
(NMR) e os núcleos adjacentes, os quais, por sua vez, enviam 
fibras serotoninérgicas e noradrenérgicas, via funículo dorso-
lateral, para o corno dorsal da medula e o bulbo, terminando 
principalmente nas lâminas I, II e V, e inibindo os neurônios 
nociceptivos, interneurônios e os tratos ascendentes que se 
projetam rostralmente, inclusive os tratos espinotalâmico, es-
pinorreticular e espinomesencefálico 1-3. Portanto, é de se es-
perar que o aumento da neurotransmissão de noradrenalina, 
serotonina e de opioides possa ser eficaz no controle da dor.
A fentolamina é um derivado imidazólico que apresenta 
efeito antagonista competitivo, com afinidade semelhante por 
ambos os subtipos de receptores adrenérgicos α1 e α2, atu-
ando no fenômeno doloroso 4.
A metissergida, butanolamida do ácido 1-metil-d-lisérgico, 
é um antagonista não específico dos receptores da serotoni-
na, utilizado em diversos estudos animais sobre a modulação 
serotoninérgica da dor 5.
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do antago-
nista adrenérgico fentolamina, do antagonista serotoninérgico 
metissergida e da associação dos dois antagonistas, por via 
subaracnoidea em ratos, na modulação da dor induzida pelo 
teste da formalina modificado.
MÉTODOS
Foram utilizados 28 ratos Wistar machos, pesando entre 220 
e 300 gramas, fornecidos e mantidos no biotério de experi-
Este é um artigo Open Access sob a licença de CC BY-NC-ND
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mentação da universidade, sendo mantidos três animais por 
compartimento, onde permaneceram por pelo menos 15 dias 
antes do início do experimento, com vista a uma adequada 
adaptação. Foram tratados com ração comercial balanceada 
e água ad libitum, ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatu-
ra ambiente de 22ºC ± 3°C (19ºC a 25°C).
Para a administração dos fármacos no espaço subarac-
noideo, os animais foram anestesiados com o halotano na 
concentração de 3,0% em fração inspirada de oxigênio de 
1,0, administrado por vaporizador calibrado e mantido por 
tempo necessário para que o animal apresentasse perda dos 
reflexos posturais e incapacidade de se deslocar na câmara. 
Nesse momento, o animal foi retirado da câmara e posicio-
nado com a cabeça em uma máscara do tipo cone, por onde 
recebia a mesma concentração de halotano e oxigênio. 
Após a tricotomia, realizou-se uma incisão transversal na 
linha média do espaço intervertebral acima da penúltima vér-
tebra lombar. Pela incisão, foi realizada punção com agulha 
Tuohy 22G até o espaço subaracnoideo, identificado pela 
movimentação reflexa da cauda ou das patas posteriores. 
Após identificação do espaço subaracnoideo, um cateter de 
teflon PE-10 foi introduzido pela agulha para a administração 
dos fármacos. Antes da sutura da pele, o cateter foi fixado 
na musculatura para que, ao final do procedimento, após o 
sacrifício dos animais, fosse confirmada sua localização no 
interior do espaço subaracnoideo. 
Os animais foram divididos em quatro grupos de sete ratos 
cada. Os animais do grupo controle (GC) receberam pelo ca-
teter 10 µL de solução de cloreto de sódio a 0,9% (solução sa-
lina); os do grupo fentolamina (GF) receberam 82 nmoles de 
fentolamina diluídos em 10 µL de solução salina; os do grupo 
metissergida (GM) receberam 64 nmoles de metissergida em 
10 µL de solução salina; e, por último, os do grupo fentolami-
na associada à metissergida (GFM) receberam 82 nmoles de 
fentolamina associada a 64 nmoles de metisergida em 10 µL 
de solução salina. O volume e as doses foram definidos a 
partir de estudos prévios 4,6. Todos os fármacos foram obtidos 
do laboratório Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO (USA). 
A indução da dor foi realizada com injeção de 50 µL de 
solução de formalina a 2% na região dorsal da pata posterior 
direita, 25 minutos após a injeção dos fármacos no espaço 
subaracnoideo. 
As elevações da pata não relacionadas à marcha foram re-
gistradas no período de 60 minutos, sendo anotado o número 
parcial de elevações a cada cinco minutos 
O teste foi dividido em três fases: fase I, fase intermediária 
e fase II. Na fase I, foi anotado o número de elevações nos 
primeiros cinco minutos; na fase intermediária, foi anotado o 
número de elevações da pata do sexto ao vigésimo minuto; 
e, na fase II, foi anotado o número de elevações da pata do 
vigésimo primeiro ao sexagésimo minuto. 
A análise estatística dos resultados foi realizada utilizan-
do a versão 13.0 do programa SPSS (Statistical Package for 
Social Sciences), adotando o nível de significância 5% (0,05). 
Para identificar diferenças em cada grupo, aplicou-se o Teste 
dos Postos Sinalizados de Wilcoxon. Para se identificarem 
as diferenças entre os quatro grupos, foi aplicado o Teste de 
Kruskal-Wallis e, quando se verificou diferença entre os gru-
pos, utilizou-se o Teste de Mann-Whitney, a fim de identificar 
quais grupos diferenciavam-se entre si.
RESULTADOS
Em todos os grupos, observou-se o comportamento bifásico, 
com uma fase intermediária significativamente diferente das 
fases I e II (Figura 1). Na fase I, não foram observadas dife-
renças significativas no número de elevações da pata entre 
os quatro grupos (Figura 2). 
Na fase intermediária, o número de elevações da pata foi 
significativamente maior nos grupos GF, GM e GFM quando 
comparados com o grupo GC, porém não houve diferença 
quando houve comparação, entre si, dos grupos GF, GM e 
GFM (Figura 3), embora o número de elevação da pata te-
nha sido maior no grupo GFM, em que os antagonistas sero-
toninérgico e noradrenérgico foram associados, do que nos 
grupos GF e GM, em que eles foram usados isoladamente. 
Figura 1. Média do Número de Elevações da Pata durante todas as 
Fases do Teste de Formalina Modificado em todos os Grupos.
Figura 2. Médias e Desvio Padrão do Número de Elevações de Pata 
nos Grupos durante a Fase I do Teste da Fromalina Modificado.
Sem diferença estatística significativa entre os grupos.
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O grupo GM apresentou um número menor de elevações de 
pata do que os grupos GF e GFM, porém essa diferença tam-
bém não foi estatisticamente significativa.
Na fase II, não se observaram diferenças significantes 
quando houve comparação dos grupos GF, GM e GFM com 
o grupo GC, porém, quando comparado com os grupos GF 
e GFM, o grupo GM apresentou uma redução do número de 
elevações da pata estatisticamente significante (Figura 4).
DISCUSSãO
O teste da formalina é um antigo modelo experimental de dor 
em animais pela injeção de solução diluída de formalina na 
concentração entre 0,5 e 5,0% na região dorsal da pata tra-
seira de ratos produzindo resposta nociceptiva bifásica, con-
sistente em uma primeira fase, nos primeiros cinco minutos 
após a injeção, e, em uma segunda fase, que tem início após 
o vigésimo minuto e se estende por 40 a 60 minutos. A primei-
ra fase é interpretada como decorrente da ativação direta dos 
nociceptores periféricos, enquanto a segunda é interpretada 
como resultante da resposta inflamatória aguda e da sensi-
bilização central. O período entre as duas fases da resposta 
nociceptiva é identificado como fase de inatividade, sendo 
atribuído a este um mecanismo antinociceptivo central 7-9. Es-
tudo de revisão sobre o teste da formalina concluiu que esse 
teste apresenta vantagens consideráveis sobre outros testes 
utilizados, e é considerado o modelo padrão para o estudo 
da nocicepção animal 10. Em comparação com outros agen-
tes indutores de dor, a formalina produz resposta espontânea 
mais consistente, oferecendo o benefício da resposta bifásica 
com grande potencial para o estudo da dor aguda 11. 
O número de elevações da pata foi utilizado para a quan-
tificação do comportamento doloroso induzido pela formalina 
por apresentar correlação importante com o teste da formali-
na clássico e com as alterações cardiovasculares em respos-
ta à dor causada pela injeção da formalina na pata. Traz uma 
correlação confiável do comportamento doloroso em animais 
conscientes e não submetidos à restrição física  11-17. Não 
são muitos os dados presentes na literatura sobre o papel de 
receptores serotoninérgicos ou noradrenérgicos do SNC na 
mediação da resposta a dor causada pela formalina.
Várias são as doses de fentolamina e de metissergida utili-
zadas por via subaracnoidea em ratos, sendo utilizadas neste 
estudo doses já descritas e habitualmente utilizadas por ou-
tros autores 4,18,19.
O pentobarbital, o diazepam e o álcool inibiram a redu-
ção da nocicepção existente na fase intermediária do teste de 
formalina, supondo o envolvimento de receptores GABAA 9. 
Por outro lado, estudo eletrofisiológico em ratos anestesiados 
com tiopental sódico e submetidos à secção medular mostrou 
comportamento bifásico evidente, sugerindo que o controle 
da dor provocada pela formalina não depende de mecanismo 
gabaérgico 20.
No presente estudo, encontramos aumento no número das 
elevações da pata durante a fase intermediária nos grupos 
GF, GM e GFM, o que revela o envolvimento de vias serotoni-
nérgicas e noradrenérgicas no sistema inibitório descendente 
da dor. Em conformidade com os resultados obtidos neste 
estudo, o envolvimento da serotonina (5-HT) na modulação 
descendente da dor também foi evidenciado pela inibição de 
sua síntese por p-chlorophenylalanina, a lesão eletrolítica do 
núcleo magno da rafe e o emprego de 5,6-dihydroxytryptami-
na, uma neurotoxina serotoninérgica 21. Outro estudo apontou 
redução da resposta nociceptiva à formalina em todas as fa-
ses com o uso do agonista serotoninérgico α-metil-5-HT 22. 
Esperávamos encontrar um efeito aditivo ou potencializador 
sobre o número de elevações da pata com a utilização da as-
sociação dos antagonistas serotoninérgico e noradrenérgico. 
Houve maior número de elevações no grupo GFM, porém sem 
significância estatística em comparação com os grupos GF e 
GM, com este apresentando um número menor de elevações 
de pata, também sem significância estatística. Esses dados su-
gerem que a dose de fentolamina utilizada foi suficientemente 
elevada para inibir quase por completo o sistema descendente 
adrenérgico e que a dose de metissergida não foi tão elevada 
a ponto de inibir integralmente a via descendente serotoninér-
Figura 3. Médias e Desvio Padrão do Número de Elevações de Pata 
nos Grupos durante a Fase Intermediária do Teste da Formalina Mo-
dificado.
* Diferença estatística entre os grupos  GC x GFM (p = 0,025); GC x GF (p = 
0,025); e GC x GM (p = 0,047).




























Figura 4. Médias e Desvio Padrão do Número de Elevações de Pata 
nos Grupos durante a Fase II do Teste da Fromalina Modificado.
Diferença estatística significativa entre os grupos GM x GFM (p = 0,013) e GM 
x GF (p = 0,035).
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gica, porém a associação dos dois fármacos parece ter sido 
suficiente para a inibição da atividade inibitória descendente 
serotoninérgica e noradrenérgica. O uso de doses logaritmi-
camente menores poderia evidenciar com mais propriedade 
esse efeito dos antagonistas serotoninérgico e noradrenérgi-
co, fentolamina e metissergida, bem como de sua associação 
na inibição da atividade inibitória descendente serotoninérgi-
ca e noradrenérgica, pois os dados desta pesquisa permitem 
inferir que, apesar de terem sido usadas doses já avaliadas 
por outros autores  4,18,19, elas podem ter sido elevadas para 
a elucidação de aspectos controversos da atividade inibitória 
descendente serotoninérgica e noradrenérgica.
Não obstante, um estudo realizado em vários modelos de 
dor encontrou efeito antinociceptivo da metissergida na se-
gunda fase do teste da formalina e sugere que se deve à libe-
ração reduzida de glutamato e da substância P dos neurônios 
primários aferentes na medula espinhal, causada pelo blo-
queio dos receptores 5-HT2 prévio à inflamação periférica 23. 
Por outro lado, o papel inibitório de vias noradrenérgicas foi 
evidenciado no modelo de retirada da cauda, onde a fentola-
mina e ioimbina levaram a um aumento da corrente elétrica 
de estimulação do núcleo retículo lateral para a ativação do 
sistema descendente inibitório 24. 
Outro estudo encontrou redução da resposta nociceptiva, 
do teste da formalina, com ioimbina, um antagonista adre-
nérgico relativamente seletivo para os receptores α2 e se-
rotoninérgicos 5-HT1A, permitindo inferir envolvimento direto 
dos receptores α1 na modulação da nocicepção da fase II do 
teste da formalina, já que esta ocorreu com a fentolamina, um 
antagonista inespecífico dos receptores α1 e α2 25. 
Neste estudo, durante a fase II, relativa ao teste de forma-
lina modificado, houve diferença significativa da resposta no-
ciceptiva quando comparados os grupos fentolamina e fento-
lamina associada à metissergida com o grupo metissergida, o 
que pode ser explicado pelo efeito antagonista da fentolamina 
nos receptores α2, promovendo um efeito α1.
Os resultados obtidos apontaram aumento da resposta ál-
gica com o emprego dos antagonistas noradrenérgico e sero-
toninérgico por via subaracnoidea em ratos, o que sugere a 
existência de efeito noradrenérgico e serotoninérgico no sis-
tema inibitório descendente da dor aguda e permite eviden-
ciar a importância de pesquisar neste e em outros modelos de 
dor os agonistas que possam apresentar efeito analgésico, 
possibilitando, assim, seu emprego no controle da dor aguda. 
Não obstante, alguns estudos realizados por outro pesquisa-
dor da instituição que se encontram em andamento, adotan-
do outros modelos experimentais de dor, deverão confirmar 
esses achados.
REFERÊNCIAS / REFERENCES
01. D’Mello R, Dickenson AH – Spinal cord mechanisms of pain. Br J 
Anaesth, 2008;101:8-16.
02. Vanegas H, Schaible HG – Descendent control of persistent pain: inhi-
bitory or facilitatory? Brain Res Rev, 2004;295-309. 
03. Mason P – Deconstructing endogenous pain modulation. J Neurophy-
siol, 2005;94:1659-1663.
04. Liu RJ, Zhang RX, Qiao JT et al. – Interrelations of opioids with monoa-
mines in descending inhibition of nociceptive transmission at the spinal 
level: an immunocytochemical study. Brain Res, 1999;830:183-190.
05. Mochizucki D – Serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors in ani-
mal models of pain. Hum Psychopharmacol, 2004;19:S15-S19.
06. Calajesan AA, Chang HC, Zhuo M – Spinal serotonergic receptors 
mediate of a nociceptive reflex by subcutaneous formalin injection into 
hindpaw in rats. Brain Res, 1998;798:46-54.
07. Dubuisson D, Dennis SG – The formalin test: A quantitative study of 
analgesic effects of morphine, meperidine, and brain stem stimulation 
in rats and cats. Pain, 1977;4:161-174.
08. Abbott FV, Franklin KBJ, Westbrook RF et al. – The formalin test: sco-
ring properties of the first and second phases of the pain response in 
rats. Pain, 1995;60:91-102.
09. Franklin KBJ, Abbott FV – Pentobarbital, diazepam end ethanol abo-
lish the interphase diminution of pain in the formalin test: evidence 
for pain modulation by GABAA receptors. Pharmacol Biochem Behav, 
1993;46:661-66.
10. Tjolsen A, Beerge O, Hunskaar S et al. – The formalin test: an evalua-
tion of the method. Pain, 1992;51:5-17.
11. Wheller-Aceto H, Porreca F, Cowan A – The rat paw formalin test: 
comparison of noxious agents. Pain, 1990;40:229-238.
12. Shibata M, Ohkubo T, Takahashi H et al. – Modified formalin test: cha-
racteristic bifasic pain response. Pain, 1989;38:347-352.
13. Taylor BK, Peterson MA, Basbaum AI – Persistent cardiovascular and 
behavioral nociceptive responses to subcutaneous formalin require 
peripheral nerve input. J Neurosci, 1995;15:7575-7584.
14. Doak GJ, Sawynok J – Formalin-induced nociceptive behavior and 
edema: envolvement of multiple peripheral 5-hydroxytryptamine re-
ceptor subtypes. Neuroscience, 1997;80:939-949.
15. Parada CA, Tambeli CH, Cunha FQ et al. – The major role of periphe-
ral release of histamine and 5-hydroxytryptamine in formalin-induced 
nociception. Neuroscience, 2001;102:937-944.
16. Ashmawi HA, Chambergo FS, Palmeira CCA et al. – The effects of 
pyrilamine and cimetidine on mRNA c-Fos expression and nociceptive 
flinching behavior in rats. Anesth Analg, 2003;97:541-546. 
17. Sousa A, Franco PAB, Ashamawi HA et al. – Efeito analgésico local 
do tramadol em modelo de dor provocada por formalina em ratos. Rev 
Bras Anestesiol, 2008; 371-379.
18. Danzebrink RM, Gebhart GF – Evidence that spinal 5-HT1, 5-HT2 and 
5-HT3 receptor subtypes modulate responses to noxious colorectal 
distension in the rat. Brain Res, 1991;538:64-75.
19. Obata H, Saito S, Sasaki M et al. – Antiallodynic effect of inthathe-
cally administered 5-HT2 agonists in rats with nerve ligation. Pain, 
2000;90:173-79.
20. Henry JL, Yashpal K, Pitcher GM et al. – Physiological evidence that 
the “interphase” in the formalin test is due to active inhibition. Pain, 
1999;82:57-63.
21. Basbaum AI – Descending control of pain transmission: possible 
serotoninergic- enkephalinergic interactions. Adv Exp Med Biol, 
1981;133:177-189.
22. Sasaki M, Obata H, Saito S et al. – Antinociception with intratecal 
α-methyl-5-hydroxytryptamine, a 5-hydroxytryptamine2A/2C re-
ceptor agonist, in two rat models of sustained pain. Anesth Analg, 
2003;96:1072-1078. 
23. Ki-Myung C, Seong-Soo C, Ki-Jung H et al. – Antinociceptive effects 
of methysergide in various pain models. Pharmacology, 2003;101:69-
93.
24. Gebhart GF, Ossipov MH – Characterization of inhibition of the spinal 
nociceptive Tail-Flick Reflex in the rat from the medullary lateral reti-
cular nucleus. Neuroscience, 1986;6:701-713.
25. Shanon HE, Lutz EA – Yoimbine produces antinociception in the for-
malin test in rats: involvement to serotonin1A receptors. Psycopharma-
cology, 2000;149:93-97.
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Posso IP – Antagonistas Serotoninérgico y Noradrenérgico, por la 
Vía Subaracnoidea que aumentan la repuesta álgica en Ratones.
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Justificativa y objetivos: Existen evidencias de que el paso de 
informaciones nociceptivas por el cuerno posterior de la médula 
espinal (CPME), y que continúa hacia niveles rostrales del sis-
tema nervioso central, sufre profundas influencias excitatorias e 
inhibitorias. La presente investigación quiso comparar los efectos 
de la metisergida, de la fentolamina y de la fentolamina asocia-
da a la metisergida, administrados por vía subaracnoidea, sobre 
las fases I, intermedia y II del test de la formalina modificado en 
ratones. 
Método: Fueron utilizados en el experimento, 28 ratones Wistar ma-
chos, distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos (n = 7), para re-
cibir una solución salina (GC), fentolamina (GF), metisergida (GM) o 
fentolamina asociada a la metisergida ((GFM). El dolor fue inducido 
por la administración de formalina en la región dorsal de la pata pos-
terior derecha. El test fue dividido en tres fases: fase I, intermedia y 
fase II. El análisis estadístico de los resultados fue hecho utilizando el 
programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), [Paquete 
Estadístico para las Ciencias Sociales], adoptando el nivel de signi-
ficancia de un 5%. 
Resultados: En la fase intermedia, el número de elevaciones de la 
pata fue significativamente mayor en los grupos GF, GM y GFM cuan-
do se comparó con el grupo GC. 
Conclusiones: Los resultados nos sugieren la existencia de un 
efecto noradrenérgico y serotoninérgico en el sistema inhibitorio des-
cendiente del dolor agudo, con la posibilidad del uso de agonistas 
serotoninérgicos y α1-adrenérgicos para el control del dolor agudo.
Descriptores: ANATOMIA, Espacio subaracnoideo; ANIMALE, Ra-
tones; DOLOR, Aguda, Avaliación;  FáRMACO, Vasodilatadores: 
fentolamina, metisergida.
